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ÖZET 
Amaç: Diyabete bağlı vasküler komplikasyonların gelişimiyle ilişkili olan bir glukoz 
metaboliti metilglioksalin endotelyumdan bağımsız damar düz kası gevşeme 
yanıtlarına olan etkisini saptamaktır. 
 Yöntemler: Sıçan torasik aortaları organ kültürü tekniği kullanılarak 24 saat süreyle 
100, 300 veya 500 µM metilglioksal ile %5 CO2 içeren 37°C'lik steril inkübatörde inkübe 
edildi. 24 saatlik inkübasyondan sonra aortik halkalar organ banyolarında 10-6 M 
noradrenalin ile önkastırmaya tabi tutulup nitrogliserin gevşeme yanıtları alındı. Aynı 
konsantrasyon-yanıt eğrisi Nω-Nitro-L-arjinin varlığında tekrarlandı.  
Bulgular: 100, 300 veya 500 µM metilglioksal uygulaması, nitrogliserin ile indüklenen 
endotelyumdan bağımsız gevşeme yanıtlarında kontrol grubuna kıyasla istatistiksel 
olarak anlamlı bir değişim göstermemiştir. Ayrıca metilglioksal inkübasyonu 
sonrasında nitrogliserin Emaks yanıtları ve duyarlılığında herhangi bir fark saptana-
mamıştır. Nω-Nitro-L-arjinin, Emaks yanıtlarında ve nitrogliserin duyarlılığında 
istatistiksel olarak anlamlı bir artış meydana getirmiştir. 
Sonuç: Sıçan torasik aortasında 24 saatlik organ kültürü modelinde metilglioksal damar 
düz kası gevşeme yanıtlarında herhangi bir değişim oluşturmamaktadır.  
Anahtar sözcükler: Diabetes Mellitus, makrovasküler komplikasyonlar, sıçan aortası, 
vazodilatasyon 
SUMMARY 
Objective: To determine the effect of methylglyoxal, a metabolite of glucose associated 
with diabetes induced vascular complications, on endothelium-independent vascular 
smooth muscle relaxations. 
Methods: Rat thoracic aortas were incubated in a sterile incubator thermostated (37°C) 
and gassed with 5% CO2 for 24h in the presence of 100, 300 or 500 µM of methylglyoxal. 
After 24h of methylglyoxal incubation, aortic rings were pre-contracted with 10-6 M 
noradrenaline and endothelium-independent relaxation response curve was examined 
in the absence or presence of Nω-Nitro-L-arginine. 
 Results: Treatment of endothelium intact rat aorta with 100, 300 or 500 µM of 
methylglyoxal did not change endothelium-independent nitroglycerin induced 
relaxation compared to control group. Indeed, Emax and the sensitivity of 
concentration-response curve for nitroglycerin was not changed after methylglyoxal 
treatment. In contrast, Nω-Nitro-L-arginine shifted the sensitivity of concentration-
response curve for nitroglycerin and Emax. 
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Conclusion: In rat aortas, methylglyoxal does not affect endothelium-independent 
relaxation in 24 hour organ culture model.  
Key words: Diabetes Mellitus, macrovascular complications, rat aorta, vasodilation 
 
Mikro  ve  makro  vasküler  hastalıklar  diyabetin  en 
önemli  komplikasyonlarından  olup  büyük  oranda 
mortalite  ve  morbiditeden  sorumludur.  Vasküler  hasta‐
lıkların  patojenezinde,  endotelyum  disfonksiyonu  en  er‐
ken dönemde görülen olaylardan olmakla birlikte bu pa‐
tolojinin  altında  yatan  mekanizmaların  tamamı  henüz 
aydınlatılamamıştır.  İleri  glikasyon  son  ürünlerinin  biri‐
kimi  ve  Nitrik  Oksit  (NO)  biyoyararlanımının  azalması 
hiperglisemiye  bağlı  olarak  gelişen  vasküler  komplikas‐
yonlardan sorumlu mekanizmaların başında gelir (1,2). 
Glukoz metabolizması sırasında oluşan ve reaktif kar‐
bonil ara ürünlerinden olan Metilglioksal  (MG), vasküler 
düz kas hücreleri de dahil olmak üzere pek  çok memeli 
hücresinde  dihidrooksiaseton  fosfattan  oluşur  (3).  MG 
vasküler  yapıda  progresif  hasara  neden  olan  ileri 
glikasyon  son  ürünlerinin  potent  prekürsörüdür  ve 
hiperglisemik ortamda pek çok hücresel yolak üzerinden 
üretimi  artar  (4). MG  primer  olarak  proteinlerin  arjinin 
residüleri  ile  reaksiyona  girerek  arj‐pirimidin  ve 
hidroimidazolon  oluşmasına  neden  olur  ve  oluşan  bu 
ürünler diyabetik hastaların böbrek arter duvarlarında ve 
aterosklerotik  lezyonlarda  gösterilmiştir.  Tip  I  ve  Tip  II 
diyabetli hastalardan alınan plazma örneklerinde de MG 
konsantrasyonunun  artığını  gösteren  çalışmalar mevcut‐
tur (5,6). 
Bu  çalışmanın  amacı  diyabete  bağlı makro  ve mikro 
vasküler hastalıklarla ilişkisi olduğu gösterilen bir glukoz 
metaboliti olan MG’nin sıçan aortasında düz kas gevşeme 
yanıtlarına olan etkisini belirlemektir.  
GEREÇ VE YÖNTEM 
Deney hayvanlarının hazırlanması  
Çalışmada yaklaşık 150‐200 g ağırlığında Wistar  türü 
erkek  sıçanlar  kullanılmıştır.  Deneye  başlamadan  önce 
sıçanlar 4‐5 gün kafeslerinde bekletilerek stabilizasyonları 
sağlanmıştır.  Denekler  pentobarbitalin  letal  dozu  (200 
mg/kg  i.p.)  ile  sakrifiye  edildikten  sonra,  torasik aortalar 
izole edilmiştir. Bu çalışma ‘Guide for the Care and Use of 
Laboratory  Animals’  kurallarına  uygun  şekilde  ve  Ege 
Üniversitesi  Deney  Hayvanları  Etik  kurulu  tarafından 
onaylanmış protokoller doğrultusunda yürütülmüştür.  
Organ kültürü 
İzole  edilen  torasik  aortalar  etrafını  saran  konnektif 
dokulardan  temizlendikten  sonra  yaklaşık  2‐3  mm’lik 
aortik  halkalar  hazırlanmıştır.  Aortik  halkalar  penisilin, 
streptomisin  ve  %5  oranında  fetal  sığır  serumu  içeren 
besleyici solüsyonda 24 saat süreyle, 100, 300 veya 500 μM 
konsantrasyonda  MG  ile  %5  CO2  içeren  ve  sıcaklığı 
37oC’de  sabit  tutulan  steril  inkübatörde  (MCO‐18AIC, 
Sanyo,  Japonya)  inkübe  edilmiştir  (7).  İnkübasyon  so‐
nunda aortik halkalar izole organ banyosu çalışmaları için 
kullanılmıştır. Çalışmada kullanılan kimyasal maddelerin 
tümü Sigma Aldrich’den temin edilmiştir. 
İzole organ banyosu deneyleri 
Düz kasa bağımlı gevşeme yanıtları üzerinde MG’nin 
etkisini  değerlendirmek  amacıyla  farklı  konsantrasyon‐
larda MG  ile 24  saat  inkübe edilen aortik halkalarda nit‐
rogliserin konsantrasyon‐yanıt eğrileri alınmıştır.  İnküba‐
törden alınan torasik aorta halkaları %95 O2 ve %5 CO2 ile 
gazlandırılan, 25 ml hacminde, sıcaklığı 37C’de sabit  tu‐
tulan  ve  fizyolojik  tuz  çözeltisi  (Krebs  (g/L): NaCl,  6.90; 
KCl, 0.35; CaCl2  .2H2O, 0.37; KH2PO4, 0.16; MgSO4.7H2O, 
0.30; NaHCO3 , 2.10; Glukoz, 2.00) içeren organ banyosuna 
alınmıştır.  İnce paslanmaz  çelikten uygun biçimde hazır‐
lanmış üçgen  şeklindeki  klipsler  halka  şeklindeki prepa‐
ratların  lümenleri  içinden  geçirilmiştir. Her  bir  halkanın 
lümeni  içinden  geçirilen  iki  klipsten  biri  damarı  sabitle‐
mek  için  organ  banyosunun  askısına,  diğeri  ise  uygun 
uzunluktaki  ip  kullanılarak  izometrik  transdusıra  bağ‐
lanmıştır. 15 dakikalık dengeleme döneminden sonra da‐
mar  halkalarına  sıçan  aortası  için  optimal  pasif  gerilim 
olan  2  g  pasif  gerilim  kademeli  olarak  uygulanmıştır. 
Öngerilim  uygulanan  damarlar  45  dakika  stabilize  edil‐
mişlerdir.  Stabilizasyon  sırasında  Krebs  çözeltisi  her  15 
dakikada  bir  değiştirilmiştir.  Stabilizasyon  periyodu  so‐
nunda 10‐6 M noradrenalin  ile önkastırma uygulanan da‐
marlarda  asetilkolin  (10‐9‐3.10‐4  M)  konsantrasyon‐yanıt 
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eğrisi  alınarak  damarların  endotelli  olup  olmadıkları 
belirlenmişve  çalışmada  kullanılan  verilerin  tamamı 
endotelli damarlardan elde edilmiştir. Damar düz kasına 
bağımlı  gevşeme  yanıtları  10‐6  M  noradrenalin  ile 
önkastırma  uygulanan  aortalarda  kontraksiyon  platoya 
ulaştıktan sonra kümülatif nitrogliserin (10‐9‐3.10‐5 M) uy‐
gulaması ile belirlenmiştir. Konsantrasyon‐yanıt eğrisi NO 
sentaz  inhibitörü Nω‐Nitro‐L‐arjinin  (L‐NNA)  (10‐4 M, 30 
dk) varlığında tekrarlanmıştır. 
Verilerin analizi 
Tüm  veriler  ortalama  ±  ortalamanın  standart  hatası 
(Ort. ± O.S.H.) olarak verilmiştir ve “n” damarların  izole 
edildiği sıçan sayısını göstermektedir. Dokuların gevşeme 
yanıtları önkastırıcıya verilen yanıtın yüzdesi olarak ifade 
edilmiştir. Maksimum gevşemenin  (Emaks) yarısını oluştu‐
ran  konsantrasyonun  negatif  logaritması  (‐logEC50  veya 
pD2) her agonist için iteratif non‐lineer regresyon kullanı‐
larak yapılmıştır. Bunun için Marquardt‐Levendberg algo‐
ritmasını  kullanan  GraphPad  Prism  5.03  for  Windows 
(GraphPad  Software,  San Diego, CA)  bilgisayar  yazılımı 
kullanılmıştır. Verilerin  analizi GraphPad  Prism  5.03  for 
Windows  (GraphPad  Software,  San  Diego,  CA)  prog‐
ramında yapılmıştır. Çoklu karşılaştırmalar varyans analiz 
modülü  ile  gerçekleştirilmiştir  (Two  way  analysis  of 
variance, ANOVA, Posthoc Bonferroni). Grup içi karşılaş‐
tırmalarda  ortalamalar  eşleştirilmiş  Student’s  t‐testi  ile 
analiz  edilmiştir.  p  değerleri  0,05’den  küçük  bu‐
lunduğunda  fark  istatistiksel  olarak  anlamlı  kabul 
edilmiştir. 
BULGULAR 
MG’nin endotelyumden bağımsız gevşeme yanıtlarına 
olan  etkisini  incelemek  amacıyla  100,  300  veya  500  μM 
MG ile 24 saat inkübe edilen aortalara 10‐6 M noradrenalin 
ile önkastırma uygulanıp kümülatif nitrogliserin gevşeme 
yanıtları alınmıştır (10‐9 – 3.10‐5M). 100 ve 300 μM MG  ile 
inkübe edilen arterlerde kontrol grubuna kıyasla düz kasa 
bağlı  gevşeme  yanıtlarında hafif  bir  azalma  görülmesine 
rağmen bu azalma  istatistiksel anlamlılık seviyesine ulaş‐
mamıştır (Şekil 1,2). Benzer şekilde 500 μM MG ile 24 saat 
muamele edilen damarlarda da kontrol grubu ile karşılaş‐
tırıldığında  gevşeme  yanıtlarında  herhangi  bir  değişim 
saptanmamıştır  (Şekil  3). Çalışmadan  elde  edilen  veriler 
farklı  dozlarda  MG  inkübasyonunun  nitrogliserin  Emaks 
yanıtlarını  değiştirmediğini  göstermektedir  (Tablo).  Ay‐
rıca Tablo’da görüldüğü gibi nitrogliserin duyarlılığı MG 
inkübasyonundan etkilenmemiştir.  
 
 
Şekil 1.   24 saatlik, 100 µM MG inkübasyonunun, 10-6 M noradrenalin ile önkastırmaya tabi tutulmuş endotelli kontrol ve L-NNA uy-
gulanmış sıçan aortalarında kümülatif nitrogliserin (10-9-3x10-5 M) gevşeme yanıtları üzerindeki etkileri (n=5) (*p<0,01 ve **p<0,001 vs 
Kontrol; +p<0,01 ve ++p<0,001 vs 100 µM MG, Two way ANOVA, Bonferroni çoklu karşılaştırma testi) 
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Nitrogliserin  gevşeme  yanıtları NO  sentaz  inhibitörü 
L‐NNA varlığında tekrarlanmıştır. Bu amaçla 24 saat 100, 
300  ve  500  μM MG  ile muamele  edilen  aortik  halkalar, 
organ  banyolarında  10‐4 M  L‐NNA  ile  30  dakika  inkübe 
edilerek  nitrogliserin  konsantrasyon‐yanıt  eğrileri  belir‐
lenmiştir.  L‐NNA  nitrogliserin  gevşemelerini  artırmıştır 
(Şekil 1‐3). Ayrıca nitrogliserin duyarlılığı ve Emaks yanıtla‐
rında istatistiksel olarak anlamlı bir artışa neden olmuştur 
(p<0,05), (Tablo).  
 
 
Şekil 2. 24 saatlik, 300 µM MG inkübasyonunun, 10-6 M noradrenalin ile önkastırmaya tabi tutulmuş endotelli kontrol ve L-NNA uy-
gulanmış sıçan aortalarında kümülatif nitrogliserin (10-9-3x10-5 M) gevşeme yanıtları üzerindeki etkileri (n=5) (*p<0,01 ve **p<0,001 vs 
Kontrol; +p<0,01 ve ++p<0,001 vs 300 µM MG, Two way ANOVA, Bonferroni çoklu karşılaştırma testi) 
 
 
 
Şekil 3.   24 saatlik, 500 µM MG inkübasyonunun, 10-6 M noradrenalin ile önkastırmaya tabi tutulmuş endotelli kontrol ve L-NNA uy-
gulanmış sıçan aortalarında kümülatif nitrogliserin (10-9-3x10-5 M) gevşeme yanıtları üzerindeki etkileri (n=5) (*p<0,01 ve **p<0,001 vs 
Kontrol; +p<0,01 ve ++p<0,001 vs 500 µM MG, Two way ANOVA, Bonferroni çoklu karşılaştırma testi) 
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Tablo.   Farklı konsantrasyonlarda MG inkübasyonunun noradrenalin ile önkastırmaya tabi tutulmuş aortik halkalarda kümülatif nit-
rogliserin (10-9-3x10-5 M) Emaks yanıtları ve pD2 değerleri üzerindeki etkileri (n=5)  
 Endotelli L-NNA 
Nitrogliserin, pD2   
          Kontrol 7,13± 0,15 7,46 ± 0,05* 
          100 µM MG 
          300 µM MG 
          500 µM MG 
7,06±0,12 
7±0,14 
7,24±0,09 
7,44 ± 0,10** 
7,45±0,04+ 
7,68±0,08++ 
Nitrogliserin, Emaks (%)   
          Kontrol 92,03 ± 3,65 113,97 ± 5,97* 
          100 uM MG 
          300 uM MG 
          500 uM MG 
84,26 ± 4,73 
86,80 ± 4,44 
101,61± 4,91 
105,42 ± 4,82** 
105,49±3,84+ 
118,3±6,87++ 
 
*p<0,05 vs kontrol; **p<0,05 vs 100 µM MG; +p<0,05 vs 300 µM MG; ++p<0,05 vs 500 µM MG; Two way ANOVA, Bonferroni çoklu karşılaştırma 
testi sonrası grup içi karşılaştırmalarda eşleştirilmiş Student’s t-test 
 
 
TARTIŞMA 
Bu  çalışmada  glukoz  metaboliti  MG’nin  endotel‐
yumdan  bağımsız  damar  düz  kas  gevşeme  yanıtları 
üzerindeki etkisi değerlendirilmiştir. İleri düzey glikasyon 
son  ürünlerinin  prekürsörü  olan  MG’nin  uzun  süreli 
etkisini değerlendirmek  için bu  çalışmada organ  kültürü 
tekniği  kullanılmıştır.  Özellikle  çoklu  doz  uygu‐
lamalarında kimyasalların uzun dönem  etkilerini  araştır‐
mak  için  in  vivo modellere  göre  pek  çok  avantaja  sahip 
olduğu  için  çalışmamızda  organ  kültürü  modeli  tercih 
edilmiştir.  Sıçan  aortik  halkaları  100,  300  veya  500  μM 
olmak üzere üç farklı MG dozu ile 24 saat inkübe edildik‐
ten sonra alınan nitrogliserin konsantrasyon‐yanıt eğrileri, 
uzun  süre MG  uygulamasının  damar  düz  kası  gevşeme 
yanıtlarını  değiştirmediğini  göstermiştir.  Ancak  L‐NNA 
varlığında gevşeme yanıtlarında artış gözlenmiştir.  
Sıçan aortasında yapılan bir çalışmada 30 dakika MG 
inkübasyonunun çalışmamızın aksine damar düz kas gev‐
şeme yanıtlarını artırdığı gösterilmiştir (8). Bu çalışmadan 
elde edilen veriler MG’nin gevşeme üzerindeki akut etkisi 
hakkında  fikir  vermektedir.  Bizim  çalışmamızda  ise 
MG’nin görece uzun dönem etkisini değerlendirmek  için 
organ kültürü  tekniği kullanılmıştır. Özellikle hipertansi‐
yon ve diyabetle ilişkili olan vasküler hastalıklar kronik ve 
progresif  hastalıklar  olduğu  için  MG’nin  uzun  dönem 
etkisini  yansıtan  çalışmalar  bu  patolojilerden  sorumlu 
olan mekanizmaların aydınlatılması açısından önemlidir.  
Mezenterik  arterlerde  yapılan  bazı  çalışmaların  bul‐
guları  ise  çalışmamızın  bulgularını  desteklemektedir 
(9,10). Akut MG etkisinden farklı olarak, uzun süre MG ile 
inkübe  edilen mezenterik  arterlerde  endotelyumdan  ba‐
ğımsız  gevşeme  yanıtlarında  herhangi  bir  değişim  göz‐
lenmemiştir  (9).  Nefropati,  nöropati  ve  retinopati  gibi 
mikrovasküler  hastalıkların  dışında  diyabette  makro‐
vasküler  komplikasyonlar  da  çok  sık  görülmektedir  ve 
aorta  gibi  bizim  de  çalışmamızda  kullandığımız  büyük 
arterlerde  yapılan  araştırmalardan  elde  edilen  veriler 
makrovasküler komplikasyonların patojenezine  ışık  tuta‐
caktır (11).  
Vasküler  sistemde  endotelyumdan  salıverilen  bazal 
NO  vasküler  tonusun  sürdürülmesini  sağlar  (12,13).  İn 
vitro sistemlerde yapılan çalışmalar vasküler dokuyu me‐
kanik  olarak  endotelsizleştirmenin  veya  farmakolojik 
yolla NO  sentazı  inhibe  etmenin NO donörlerine verilen 
yanıtları  değiştirdiğini  göstermiştir.  Vasküler  dokunun 
endotelsizleştirilmesi,  vasküler  düz  kasın  vazodilatör 
ajanlara  karşı  verdiği  gevşeme  yanıtlarında  ve  duyarlılı‐
ğında  artışa neden olur  (14,15). Çalışmamızın verileri de 
L‐NNA varlığında nitrogliserin Emaks yanıtları ve duyarlı‐
lıkta artışa işaret etmektedir. Ancak farklı dozlarda 24 saat 
MG inkübasyonu L‐NNA ile meydana gelen bu duyarlılık 
artışında herhangi bir değişiklik oluşturmamaktadır.  
     Glukoz metaboliti metilglioksalin vasküler gevşeme yanıtlarına etkisi 108
Kronik hiperglisemi intraselüler MG ve reaktif oksijen 
türlerinde  artış  oluştururken NO  etkisinde  azalma mey‐
dana  getirir  (16,17). Hiperglisemik  ortamda MG’nin NO 
etkisinde meydana  getirdiği  azalma MG  veya MG  kay‐
naklı  ürünlerin  NO  veya  NO  sentaz  üzerindeki  direkt 
etkisinden  çok MG  aracılı  artan  süperoksit  düzeyleri  ile 
açıklanmaktadır  (18,19).  Uzun  dönem  MG  uygulaması 
sıçan mezenterik arterlerinde noradrenalin ve KCl  ile  in‐
düklenen  kasılma  yanıtlarını  inhibe  etmiştir  ve  bu 
inhibisyonun endotelsiz arterlerde daha  fazla olduğu gö‐
rülmüştür. Kasılma yanıtlarında görülen  inhibisyon anti‐
oksidan  ajan  N‐asetilsistein  (NAC)  varlığında  ortadan 
kalkmıştır. Bu da NAC’ın antioksidan etkisi veya MG’ye 
doğrudan bağlanması ile açıklanabilir (18,20).  
Sonuç  olarak,  glukoz  metaboliti  ve  ileri  düzey 
glikasyon son ürünleri prekürsörü MG  ile 24 saat  inkübe 
edilen aortalarda, endotelyumdan bağımsız düz kas gev‐
şeme  yanıtlarında  herhangi  bir değişiklik  görülmemiştir. 
Buna  aracılık  eden  mekanizmaların  aydınlatılması  için 
ileri araştırmalara ihtiyaç vardır.  
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